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(7)研究成果
研究目的
がん関連遺伝子はジェネティツクな変化に加え､′ェピジェネティツク
な変化により機能を失い､がん化を引き起こす｡がん関連遺伝子のエビジェネ
ティツクな転写抑制には､プロモーター領域に存在するCpG配列の高度メチル
化とそれに特異的に結合するメチルCpG結合ドメイン(MBD)蛋白を介した
ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)複合体によるヒストンの脱アセチル化､
ヒストンメチル基転移酵素によるヒストンのメチル化が大きく関与する｡これ
までがん関連遺伝子の転写抑制では､ DNAメチル化とヒストン修飾に大きな関
心が注がれてきた｡しかしながら､これらを結ぶMBD蛋白も転写抑制機構に
おいて重要であり､ MBD蛋白の転写抑制における役割を解明することは大きな
意義をもつ｡ MBD蛋白は､ MBDl､ MBD2､ MBD3､ MBD4､ MeCP2の5種
類が同定されている｡我々は､この中でMBD2､ MBD4の二つががん抑制遺伝
子CDKN2A､ DNA修復遺伝子MLHlの高度メチル化プロモーター領域に特異
的に結合することを明らかにした(1)｡また､ MBD2､ MBD4のsiRNAを用
いてそれぞれの蛋白をノックダウンしても　DNAメチル化により抑制された
cDKN2A､ MLHl遺伝子の転写はまったく回復しないが､脱メチル化剤､ HDAC
阻害剤とMBD2､ MBD4のノックダウンを併用することによってMLHl遺伝
子の転写レベルが著しく変化することを見出した｡興味深いことにMBD2のノ
ックダウンではMLHl遺伝子の転写レベルは上昇し､MBD4のノックダウンで
はMLHl遺伝子の転写レベルは減少する｡これらの結果は､ MBD2､ MBD4蛋
白がMLHl遺伝子の高度メチル化プロモーターに結合し､ DNAメチル化を介
したMLHl遺伝子の転写制御に関わっていることを示唆するoプロモーターの
高度メチル化によるMLHl遺伝子の転写抑制は､マイクロサテライト不安定性
を示す孤発性の大腸がん､胃がん､子宮内膜がん､障がんのDNAミスマッチ修
復欠損の主要な原因である｡本研究では､MBD4相互作用蛋白の解析からMBD2､
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MBD4の転写抑制メカニズムの理解を深めると共に､ MBDを利用したメチル
CpG配列-の転写活性化因子のリクルートによってエビジェネティツクサイレ
ンシングを受けるがん関連遺伝子の転写再活性化が可能かどうか検討すること
を目的とした｡
方法､結果
我々は､まず､ MBD4の転写抑制メカニズムを理解するため､ヒト
MBD4の全長cDNAをbaitとし､マウス9日腫cDNAライブラリーを用いて
酵母ツーハイブリッドスクリーニングをおこない､相互作用蛋白としてRFP
(Ret finger protein)を同定した(発表論文1参照)｡免疫沈降法､ GSTプル
ダウンアッセイによりMBD4とRFPが直接､相互作用することを確認した後､
酵母ツーハイブリッドアッセイによりMBD4およびRFPの相互作用領域を決
定した｡ MBD4ではDNAミスマッチ修復蛋白MLHlとの相互作用領域(413
-454アミノ酸残基)およびグリコシラーゼ活性ドメイン(455-580アミノ酸
残基)からなるC末の413-580アミノ酸残基がRFPとの相互作用領域として
同定された｡また､この領域は､一部､ MBD4の転写抑制活性ドメインと重な
る(重複領域は413-454アミノ酸残基)｡一方､ RFPの相互作用領域は､ 128
-317アミノ酸残基であり､蛋白一蛋白相互作用に関与するcoiled･coilドメイン
に相当する｡
RFPがEPCl (EnhancerofPolycomb 1)やMi･2βと相互作用し､転
写抑制に関与するという報告は､ MBD4lRFP相互作用の意味を探る重要な手が
かりになると考えられる｡MBD4転写抑制過程におけるRFPの役割を明らかに
するため､ CHOIKl (チャイニーズハムスター卵巣細胞株)を用い､ RFPのメ
チル化プロモーター活性に及ぼす影響について解析した｡その結果､ RFPは
CDKN2AおよびMLHlメチル化プロモーターどちらを用いた場合でもMBD4
依存性の転写抑制活性を増強することが明らかとなった｡ RFPがMi･2/NuRD
複合体の成分であるMi･2βと相互作用するという事実は､ MBD4がRFPを介し
てMBD2､ MBD3､ HDACl､ HDAC2､ MTAl､ MTA2､ MTA3､ RBBP4､ RBBP7
など他のMi･2/NuRD複合体構成成分と相互作用する可能性を示す｡そのため､
我々は､ RFP　とMBD2､ MBD3の相互作用を免疫沈降法によって解析した｡
FIJAGタグを付加したMBD2､ MBD3は､ V5タグを付加したRFPと免疫沈降
ー4-
することから､これらの蛋白が細胞内で複合体を形成することが明らかとなっ
た｡
MBD2､ MBD3はMeCPlの構成成分であり､ RFPと相互作用するこ
とから､ RFPがMBD4と同感にMBD2依存性の転写抑制活性を増強する可能
性が考えられた｡これを確かめるため､ RFPとMBD2を同時に発現させた時､
CDKN2AおよびMLHlメチル化プロモーターからの転写にどのような変化が
見られるのか検討した｡その結果､ MBD4の場合と同様､ RFPがMBD2依存
性の転写抑制活性をわずかではあるが､増強することが明らかとなった｡
RFPがCDKN2AおよびMLHlメチル化プロモ｣タ-の転写抑制にお
いて必須なコンポーネントであるのかどうか検討するため､ siRNAを用いて
RFPのノックダウンをおこなった｡ RFP siRNA処理により　CHO･Kl細胞の
RFP蛋白レベルは約80%減少したが､ CDKN2AおよびMLHlメチル化プロモ
ーターの転写抑制活性はsiRNA処理の有無でほとんど変化が見られなかった｡
これらの結果は､ RFPがMBD2およびMBD4依存性の転写抑制において必須
なコンポーネントではないことを示唆している｡
RFPは､ノザンプロット解析により､さまざまながん細胞株､精巣､
腫細胞で発現レベルが高く､大部分の生体組織では発現レベルが低いことが報
告されている｡新規のDNAメチル化は､腫癌形成初期､生殖細胞の発生､初期
発生に見られ､ RFPの高発現の時期と一致する｡したがって､ RFPがこれらの
時期にMBD2やMBD4と協調してがん関連遺伝子や発生調節遺伝子の転写制
御に関与する可能性があると考えられる｡
がん関連遺伝子のエビジェネティツクサイレンシングでは一般にプロ
モーター領域の高度DNAメチル化と特異的なヒストン修飾が観察される｡DNA
脱メチル化剤アザシチジン(Aza-C)やアザデオキシシチジン(Aza･CdR)は､
DNMT (DNAメチル基転移酵素)活性を阻害し､抑制されたがん関連遺伝子の
転写再活性化を促進する｡そのため､ DNA脱メチル化剤は､米国では現在､様々
ながんに対する治療薬として臨床試験が行われているばかりでなく､実際､悪
性リンパ腫の治療薬として使用されている｡また､ヒストン脱アセチル化酵素
阻害剤トリコスタチンA (TSA)は､単独ではエビジェネティツクサイレンシ
ングを受けるがん関連遺伝子の転写再活性化能を示さないが､ Aza･Cあるいは
Aza･CdRとの併用によって､ Aza･CあるいはAza-CdR単独で使用した場合に
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比べ､転写再活性化を促進することが知られている｡このことは､がん関連遺
伝子のエビジェネティツクサイレンシングではDNAメチル化が大きな影響力
をもつが､ヒストンのアセチル化などヒストン修飾もある程度､関与すること
を示している｡
MBD蛋白ファミリーにはMBD (メチルCpG結合ドメイン)と呼ば
れる進化的に保存された塩基性残基に富む約70アミノ酸残基のドメインがある
(2)0 MBD3以外のMBD蛋白は､ MBD単独でメチルCpG配列に特異的に
結合する活性を有する｡我々は､ MBD2のMBDと転写活性化因子の融合遺伝
_子を作製し､がん細胞-導入することによりエビジェネティツクサイレンシン
グを受けるがん関連遺伝子の転写再活性化を試みた｡これは､メチルCpG配列
にリクルートされた転写活性化因子がメチルCpG配列近傍のクロマチンリモデ
リングやヒストン修飾変化を引き起こし､結果として､がん関連遺伝子の転写
再活性化を引き起こす可能性があると考えたからである(図1)0
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図1.メチルCpG記5Iを撫的とするがん抑制量長子の転写再資性化
メチルCpG結合ドメイン(MBD)蛋白にはTRD(転写抑制ドメイン)が存在し､ HDAC(ヒストン脱
アセテル化辞兼)をリクルートすることによってがん抑制遺伝子の転写を抑制する. MBDに転写
活性化因子を結合させることによってがん抑制遺伝子の転写を再活性化することが可能か?
まず､はじめに､エビジェネティツクサイレンシングにより転写抑制
されたDNA修復遺伝子MLHlをもつヒト胎児腎細胞株HEK293Tにおいて
Aza･CとTSAがどのような効果をもつか検討した(図2)｡その結果､ 5pMの
Aza-Cを添加することによってMLHlの転写が再活性化し､ 25pMではさらに
転写再活性化能の増強が見られた｡しかしながら､一般に言われるように､
HEK293T細胞でのMLHl転写再活性化に関し､ HDAC阻害剤であるTSAの
Aza･Cとの相乗効果は観察されなかった｡
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図2.アザシテジン(AzかC)によるMLHl遺伝子の転写再活性化
ヒト胎児腎細胞株HEK293Tでは､エビジェネティツクサイレンシンクにJ:りDNA修復遺伝子
MLHlの転写が抑制されている. Aza･Cの浪度を51LMに上げるとMLHlの転写再活性化が
観察される.トリコスタテンA(TSA. 300nM)の効果(3あまり大きくない. MLHlの発現はFrT･
pcR産物のアガロースゲル電気泳動とインターナルオリコによるサザンハイプリグイセ-ション
によって解析された.コントロールとしてP2ミクログロブリン(B2M)のRT-PCRの結果を示す.
McGarveyらは､大腸がん細胞株RKOを用い､ Aza･CdR処理によっ
てMLHl遺伝子が転写再活性化した時のヒストン修飾変化について報告してい
る(3)｡ RKO細胞では､ Aza-CdR処理によりMLHlプロモーター領域におけ
るDNAメチル化の消失に加え､ネガティブマーカーであるヒストンH3K9mel､
H3K9me2が消失し､ポジティブマーカーであるヒストンH3K4me2､H3K9ac､
H3K14acが増加する｡しかしながら､ネガティブマーカーであるヒストン
H3K9me3､ H3K27me2､ H3K27me3は消失しないため､ Aza･CdR処理による
転写再活性化では正常と比べ転写レベルが低い可能性を指摘している｡本研究
では､ネガティブマーカーであるヒストンH3K9me2､ H3K9me3を特異的に除
去すると考えられるヒストン脱メチル化酵素JMJD2Dおよびポジティブマーカ
ーであるヒストンアセチル化を促進すると考えられるNFl(B転写活性化ドメイ
ン(NFKB(AD))をMBDに繋ぎ､その効果を観察することにした(図3).
我々は､まず､ FIJAGタグにNFl(B(AD)､ JMJD2D､ JMJD2D･
NFKB(AD)を繋いだDNAコンストラクトとこれらにさらにMBDを繋いだ
DNAコンストラクト､計7つを作製し､ HEK293T細胞に導入した(図4A)0
ウエスタン法により各融合蛋白のサイズを確認した(図4B)後､それぞれのト
ランスフェクション細胞からRNAを抽出し､ MLHl遺伝子のRT-PCR法によ
る発現解析をおこなった(図4C)｡興味深いことに､ MBDを含まないDNA
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図3.メチルCpG配列を標的とrるヒストン修鱒因子のリク)レート
MBDにヒストンH3K9me2. H3K9me3に特異的な脱メチル化酔素. JMJD2Dあるいは､ヒストン
アセチル基転移群集p300/CBPをリクルートすると考えられるNFtCB(AD控繋ぎ･ MLHlの転写
再活性化を検討した.
コンストラクトをトランスフェクションした場合､ MLHl遺伝子の再活性化は
まったく観察されなかった.しかしながら､ NFkB(AD)･MBDおよびMBD･
JMJD2D･NFl<B(AD)をトランスフェクションしたHEK293T細胞では､ MLHl
遺伝子の転写再活性化が見られた.尚､ MBDをNFkB(AD)のN末に結合した
DNAコンストラクトも作製し､同様の実験をおこなったが､ HEK293T細胞内
でMBDとNFTCB(AD)の結合領域付近で融合蛋白が切断されるため､ NFl(B(AD)
の効果を見ることができなかった｡したがって､本コンストラクトのみMBDを
NFl(B(AD)のC末側に結合させたo
A FLACl帖DI
FLAq NFdLAO=l帖にH
FLAd帖D I JMJD2E)　　　　　　l
hd -D L JKP_狸__　　　　　　｣
FLAG NFdBtADH
行元司　　　　　　　JhUDZD
匝互==:::==コ頭重⊂=::===コ:画:コ
MBDI MeD-　C MBD +　　　MBD･
奥義蔚㌔三瀬&戴-感,蛋,C-･｡･iざ
㌔∵~　=:=一肌〃7
13g=
卵=
40-
30-
20-一･･-　　　　　　　　　　●　　__
-一一三e一一･-pJCth　　　　二一一　- -　- - -　一　一　一　一一B2AI
p)4. NFKBtADIl=よるMBD依存的なAqLHlの転写再活性化
AはHEK293TにgF入したEMAコンストラクトの模式笹を示す. Bはそれぞれのk合生白の
ウエスタン法による解析措兼､ Cは各トランスフェクションサンプルのRT-PCRの結果を示す.
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次に､各MBD融合蛋白を発現するHEK293Tのステーブル細胞株を
G418選択により作製し､ MLHlプロモーター領域におけるヒストン修飾の変
化についてクロマチン免疫沈降法(ChIPアッセイ)によって解析した(図5)0
MBDとJMJD2Dの融合蛋白を発現する細胞では､ JMJD2Dの活性によりヒス
トンH3K9me3が消失していることが明らかとなった｡一方､ MBDと
NFKB(AD)の融合蛋白を発現する細胞では､ヒストンH3K9/K14アセチル化の
増加が見られる.また､ NFKB(AD)･MBD､ MBD-JMJD2DINFl(B(AD)を発現す
る細胞では､NFKB(AD)に相互作用すると考えられるp300の結合も観察された.
JMJD2Dは)'D T77'tz10では､ヒストンH3K9me3だけでなく`H3K9me2も除去す
る活性があると報告されているが､図5のChIPアッセイではH3K9me2の除
去は見られないことから､ )'DVL'voでは､活性があるとしてもかなり弱いことが
示唆された｡
MBD+
+, ♂ ♂ ♂卓母♂eSh
No antibody
F UlG
H3K9ne2
H3K9me3
H3K9ac. K1 4ac
p 300
H3K27me3
1nput
四5.ステーブル韓飽株における肌〃†プロモーター領域のヒストン鯵鱒豪化
HeLa. HEK293T､および各MBD融合蛋白を安定に発現するHEK293T細胞株を用い､各MLHl
プロモーター領域のヒストン修飾をクロマチン免疫沈降法(ChlPアッセイ)にJ:って解析した.
MBDを用いたメチルCpG配列を標的とするMLHl遺伝子の転写再活
性化に伴い､ヒストン修飾だけでなくプロモーター領域のDNA高度メチル化に
も影響がでる可能性があった.これを明らかにするため､ NFTCB(AD)-MBDと
MBD･JMJD2D･NFtCB(AD)をそれぞれ安定に発現するHEK293T細胞株を作製
し､ MSP (Methylation-speci丘c PCR)とBisulfite genomic sequencingによ
ってMLHlプロモーター領域の解析をおこなった(図6).まず､ G418選択に
より､MBD･JMJD2D･NFKB(AD)ステーブル細胞株を作製し､その中の4つ(#1､
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#7､ #17､ #18)についてMlのRT･PCR (図6B)とMSP (図6C)をおこ
なったo　その結果､ 4つの細胞株すべてでMLHlの転写再活性化とプロモータ
ー領域のメチル化が確認された｡さらに､ MBD-JMJD2D･NFKB(AD)#17につ
いては､ Bisulfite genoml:c sequencing (図6D)により詳細なプロモーター領
域のメチル化解析をおこなったが､親株のHEK293T細胞と同様､ほとんどす
A MLH1 5･ Dr.m.teT redbn
-390 gCCtgagaag CgCCaagCaC CtCetCCgCt CtgC9e亡aga tCaCCtCaqC aロaOOCaCaC
-330野ggtt CCggCatCtC tgCtCCtatt ggCtggatat ttCgtattCC CegagCtCCt
-270 aaaaa亡gaaC Caataggaaq aqCqqaCaqC qatCtCtaae qegCaa9CgC atatCCttCt二吾妻::蒸器緑薫
+31) gt9gCagggg ttattCgge9 9Ct99arCgag aCa9t9gtga aCCgCategC g9eg9999aa
+9O gttatCCa9C qqCCagCtaa tgCtatCaaa qagat9att9 a9aaCtgttt agatgCaaaa
PrirTlerbr MちP :一･一一　　　Prinerfbr Bはul触Seq : ･-
hl BDLJ MJ D2 DLN FKBtAD)
M BD･JMJ D2 D
･N FIこB(AD)
産室旦i且旦旦
M U M U M U M U M U M U M U
M: Methylated, U: UnmethyIated
+: Methylated c, : UnmethyJated
●●一一●●一一■■●■■■-●■←■トー一一I-----｣■-●■一一一･一｣■一●一一一●●｣■■1■■一■-
293T
MBD-
JMUD2D-
NFKB tAD)
桝7
壬壬　=〇　〇
ー300　　　　　　･200　　　　　　-1 00　　　　　　　0　　　　　　　1 00
回6.メチルCpG記5Iを標的とする転写再活性化におけるDNAメチル化への影響
A(3MLHllロモーター領域の塩基配列を示す. MBD-JMJD2D･NFKB(AD)の4つのステーブル細胞株
についてRT-PCR解析(B)とMSP解析(C)をおこなった.また､ Dでは親株のHEK293TとMBDIJMJD2D
-NFKB(AD)のステ-プル細胞株刑7についてbisulfite genornic sequencingによる解析もおこなった.
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べてのCpG配列でメチル化されていることが明らかとなった｡また､図6では
MBDIJMJD2DINFKB(AD)ステーブル細胞株の結果を示すが､ NFl(B(AD)-
MBDステーブル細胞株でも同様に､ MLHlプロモーター領域は､高度にメチ
ル化されたままであった｡
HEK293T細胞にNFl(B(AD)をMBDに繋いだ形でDNAトランスフェ
クションすると､ MLHl遺伝子の転写が再活性化するが､これがHEK293T細
胞あるいは､ MLHl遺伝子に特異的な現象なのか､それとも一般的な現象なの
か明らかにするため､さらなる解析をおこなった｡AN3CA子宮内膜癌細胞株は､
HEK293T細唯と同様､エビジェネティツクサイレンシシグによりMLHl遺伝
子の転写抑制が見られる｡また､前立腺癌細胞株LNCaPでは､解毒作用に関係
するGSTPl遺伝子のエビジェネティツクサイレンシングが見られる｡我々は､
AN3CAおよびLNCaP細胞にMBDを含むDNAコンストラクトをトランスフ
ェクションし､ MLHlおよびGSTPl遺伝子の発現をRT･PCRにより確認した
(図7)｡その結果､いずれの細胞株においてもHEK293T細胞の場合と同様に
NFl(B(AD)を含むDNAコンストラクトをトランスフェクションした場合にの
み､ MLHl､ GSTPl遺伝子の転写が再活性化することを見出した.
AN3CA LNCaP
._棚爵ヰ㌔ ～__棚爵ぎ
ー　　　一･　一■-M上川　　　　　一　　　　一　-ーGSTPT
ー82M　　　　　三二二二二二二･-82M
-■ -MBCLJMJD2DLNFl(8(ADト･.･･-　　　　〆..
ゝp l嶋- -　　MBD-JMJD2D　一･････一■■･･
-　1
嶋　　-　NFKB(ADトMBD　一･･一　一r
tt　　1-- .
-　　　　-　　　　MBD　　　- }■
_ ~二一一一　一　-　　　　　P-tdh　　　　一･･一･･一一_ JI　ーTj~~
肉7. MLHl. OS7P7量長子のメチルCpG電5Iを糠的とする転写再活性化
AN3CAおよびLNCaP掲抱にMBDを含むDNAコンストラクトをiT入し. FU-PCRによりMLHlおよU
GSTPl遺伝子の転写再活性化をAS析した.下図はウエスタン法で融合生白を確認した持黒を示す.
我々は､さらに､ Lu65肺癌細胞株にNFKB(AD)･MBDをトランスフェ
クションし､ 8種のがん関連遺伝子(α41144､月ASSFIA､ DAPKl､ TIMP3､
CDHl､ MtiMT.月ARP2､ CRBPl)についてそれらの転写再活性化の有無を
RT-PCRで解析した(図8)｡発現の程度に差はあるものの､ 8種類すべての遺
-ll-
伝子で転写再活性化が観察されたo図7および図8の結果は､ NFl(B(AD)-MBD
によるがん関連遺伝子の転写再活性化は一般的な現象であることを示唆する｡
+;長㌔
二一･二__ _________一一･･ OAT:～
EH　こ二二コ
-二-.ー82M
♂
二一　--_→-RASSflA
I-_ tr82M
鶴-d一･一DAPKI
T.･｢. _____- ･-82M
-　　　　　　　-.･･- TIA.P3
一二=ニ~
二二二二_______‥__二二一82〃
tt手長㌔
■lir.言ーCDH7
『■亡コEコl=一- 82M
=
I二重
一一MGMT
■- 82M
～ RARP2
～ B2M
--_ ._.__.._-C尺aPl
■- ･iii-
-　一一一一一二_二-B2N
向8. Lu65脆癌徽敵におけるメチルC pG E5掩撫的とするがんJII連轟伝子の飯事書急性化
LLJ65細胞にNFt:B(ADトMBDを叫入し, RT-PCR法にJ:り8ftのがん関連5A伝千の伝写再活性化を解析
_TL.
我々は､次に､ NFKB(AD)がどのようにしてエビジェネティツクサイレ
ンシングを受けるがん関連遺伝子の転写を再活性化するのかについて解析をお
こなった｡図3に示すように､ NFl(B(AI))は､ p300/CBPと相互作用することが
知られるため､転写再活性化にはp300/CBPのリクルートが重要であると考え
られた｡これを明らかにするため､ MBDに直接､ p300を繋いだDNAコンス
トラクトを作製し､ HEK293T細胞にトランスフェクションした. MLHlの
RT･PCRをおこなった結果､ MBD･p300でもMLHlの転写が再活性化すること
が明らかとなった(図9)0
A p300 CDNA
A1472･1522
′ヽ
AHAT IA147211522)
HAT t1195-16737
B tL--:if-:-'l空軍ギ
芸=岩芦　　t■一　　　　　一MLH 1
L　-　-　一　一--　-　一　一　一■-82Al
&qbbqS･qS:^ssSi　森㌔
jd-' -.TiOHA.　曽嶋-HA,
■■■■H一一一一一◆-P-aCtjn　-.-- ●-P-actin
阿9. AILHlの転写再活性化にp300のHAT活性lよさ璽ない
HEK293T相胞にp300全長cDNA. HAT domain (119511 673). AHAT (A1 472･1522)をMBDの有無と共
にg入し. RT-PCR法によってMLHl遺伝子の転写再活性化を解析した(B). Cはウエスタン法によって
解析された各生成gE白を示す.
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さらに､ p300のHAT活性がMLHl遺伝子の転写再活性化に必須かど
うかを明らかにするため､ HAT活性を欠く変異体AHAT (p300の1472-1522
番目のアミノ酸残基を欠失させた変異体)とHATドメイン(p300の1195-1673
番目のアミノ酸残基)をMBDに繋ぎ､ HEK293T細胞にトランンスフェクショ
ンした. RT･PCR法による解析の結果､ △HATにはMLHlを転写再活性化する
能力があるが､HATドメインにはこの能力がないことが明らかとなった｡また､
この結果は､ p300/CBPのHAT活性に特異的に作用する阻害剤､ Curcuminを
用いた実験でも支持された(図1 0)｡HEK293T細胞にMBD･p300､あるいは､
NF耳B(AD)-MBpをトランスフェクションした後､Curcuminを終濃度50pMあ
るいは100pMになるように投与してもMLHlの転写再活性化にはほとんど影
響が見られなかった｡これらの結果から､ p300のMLHl転写再活性化に関与
するドメインは､ HATドメイン以外の領域に存在することが強く示唆された｡
A a
NFt(a(ADトMBD
㌔〆.,i?轟㌔
ーMl〃ユ
一　二二一二二~･-MLHl
r一一二-　一　一一-一一一82M
♂♂♂♂ <L>e･
十..," i..
図1 0. NFKB(AD7-MBDによるMLHlの転写再活性化はCurcumlnによって阻害されない
HEK293T和地にNFKB(AD>MBDを導入した後､ p300のHAT活性粗書剤であるCurcuninを終膿度
5011M(C50) ､あるいは. 100ALM(CIOO)になるように噂地に添加した. AはRT･PCR. Bは定土リアルタイ
ムPCRの結果を示す.
考察
本研究では､メチルCpG結合ドメイン(MBD)蛋白MBD2､ MBD4
の転写抑制に新たな因子､ RFPが関与することを見出した｡ MBD2､MBD4は､
MBD蛋白の中でも高度メチル化CpG配列に結合することが明らかとなってい
る｡また､ HDACl､ Sin3Aなどのコリブレッサーをリクルートすることによっ
て､ヒストンの脱アセチル化を促し､転写を抑制する｡がん関連遺伝子CDKN2A､
MLHlのメチル化プロモーターにMBD2､ MBD4が特異的に結合するという事
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実は､ MBD2､ MBD4がこれらの遺伝子の転写抑制になんらかの形で関与して
いることを強く示唆する｡また､ MBD4とその相互作用蛋白RFPの結合は､転
写抑制活性を増強することから､RFPが高レベルで発現する精子形成､腔発生､
腫療形成などの時期でメチルCpG配列を介した転写抑制において重要な働きを
している可能性が示唆される｡
MBD蛋白の中でメチルCpG配列-の特異的な結合に関与するMBD
に転写活性化因子を結合させることによってプロモーター領域の高度メチル化
により転写抑制されたがん関連遺伝子を再活性化できる｡転写活性化因子とし
て本研究ではノP300にその活性があること､また､ InT活性は必要ないことを
見出したが､ MLHlの転写再活性化に必要な領域を特定するまでには至らなか
った｡ p300にはN末とC末の2箇所に転写活性化ドメインがあり､多くの転
写因子が結合する｡どちらの領域が転写再活性化に重要なのか､転写再活性化
に必要な最終的な因子は何なのか大いに興味が持たれる｡また､この反応は､
MBD依存的であり､ DNAメチル化には何の影響も及ぼさない｡ MBD蛋白の
がん関連遺伝子転写抑制における生物学的重要性を考えれば､がん抑制遺伝子
に特異的な転写再活性化など治療-の応用という観点からも非常に興味が持た
れる｡
また､例えば､ NFKB(AD)･MBDを様々な細胞にトランスフェクショ
ンし､発現が上昇する遺伝子群をマイクロアレイ技術を用いスクリーニングす
ることによって､現在のDNA脱メチル化剤とマイクロアレイの組み合わせによ
るスクリーニングに比べ､高率に高度メチル化CpG配列をもつ転写抑制遺伝子
群の探索が可能となる可能性が高い｡また､これらスクリーニングされた遺伝
子群は実際､ MBD蛋白によって制御されている可能性が高いことから､ MBD
蛋白の機能を知る上でも重要である｡本研究では､ MBD2のMBDを用いてい
るが､他のMBD蛋白のMBDを用いることによって､各がん関連遺伝子の転写
再活性化がどのように変化するのか興味が持たれる｡がん細胞､ ES細胞など-
本方法を適用し､これまでのDNA脱メチル化剤での解析結果と比較することに
よって新たな知見が期待される｡
さらに､重要なのは､ MBDによってメチルCpG配列周辺のヒストン
修飾に変化を引き起こすことが可能な点である｡ヒストンH3K9me3に特異的
な脱メチル化酵素JMJD2Dによって､図5のChIPアッセイに見られるように
MLHl遺伝子のプロモーター領域においてH3K9me3の脱メチル化が観察され
-141
る｡これらのヒストン修飾の変化がそれぞれの遺伝子の転写にどのように作用
するのか､ノックダウン技術などとも組み合わせながら解析していくことが今
後､益々重要となってくるであろう｡
まとめ
本研究ではMBD蛋白の機能を探るため､ 2つの方法を使用した｡ 1
つは､ MBD蛋白の相互作用蛋白の解析から転写抑制に関わるMBD蛋白ネット
ワ∵クを探っていく方法であり､ 2つ目は､ MBD蛋白中のメチルCpG配列に
結合するドメインを利用し､ゲノム中の結合部位を転写活性を指標にして解析
していくという方法である｡相互作用蛋白の解析から､ MBD蛋白どうしの相互
作用や転写抑制における複雑な蛋白･蛋白ネットワークの存在が明らかになって
きた｡また､ MBDを用いたがん関連遺伝子の転写再活性化が可能になったこと
から､ MBDによって制御される遺伝子群の網羅的な解析が可能になると考えら
れる｡これらの解析を通じてMBD蛋白によるがん関連遺伝子の転写抑制機構
がさらに詳細に解析され､将来的に特定のがん関連遺伝子を標的とする転写再
活性化-の道が開けることを期待する｡
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